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RESUMEN 
El trasplante de células madre hematopoyéticas se utiliza actualmente para el tratamiento de 
ciertas enfermedades hematológicas. Una técnica utilizada para evaluar la capacidad de 
proliferación in vitro de las células madre hematopoyéticas colectadas en muestras de sangre 
periférica, sangre periférica movilizada y médula ósea es el cultivo de unidades formadoras 
de colonias granulocito-eritroides-macrófagos-megacariocitos (UFC-GEMM), unidades 
formadoras de colonias granulocito-macrófago (UFC-GM), unidades formadoras de brotes 
eritroides (UFB-E) y unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-E) en un medio de 
metilcelulosa. Esta práctica de especialidad se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigación 
y Enseñanza de Hematología del Hospital San Juan de Dios y el Laboratorio de Ingeniería en 
Tejidos del Instituto Tecnológico de Costa Rica, con el objetivo de estandarizar los 
procedimientos de ensayos de unidades formadoras de colonias de células progenitoras 
hematopoyéticas a partir de muestras de sangre periférica, sangre periférica movilizada y 
médula ósea. Después de obtener la aprobación del Comité Institucional de Bioética en 
Investigación de la Caja Costarricense de Seguro Social se estandarizaron los protocolos de 
obtención, anticoagulación, traslado y descongelación de muestras de médula ósea y sangre 
periférica; el protocolo de aislamiento de células mononucleadas por gradiente de densidad y 
el ensayo de unidades formadoras de colonias mediante el cultivo de células mononucleadas 
en un medio de metilcelulosa. Los ensayos realizados permitieron generar patrones para la 
identificación de las colonias UFC-E, UFC-GM y UFC-GEMM obtenidas con el medio 
MethoCult®.  
 
Palabras clave: Células madre hematopoyéticas; Unidades formadoras de colonias; 
UFC;  Trasplante de células madre; Médula ósea; Sangre periférica.  
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ABSTRACT 
Hematopoietic stem cell transplantation is currently used to treat certain blood 
diseases. One technique used to assess the in vitro proliferation ability of 
hematopoietic stem cells collected from peripheral blood, mobilized peripheral blood 
and bone marrow samples is the culture of granulocyte-erythroid-macrophage-
megacariocyte colony forming units (CFU-GEMM), granulocyte-macrophage colony 
forming units  (CFU-GM), erythroid burst forming units (BFU-E) and erythroid 
colony forming units (CFU-E) in methylcellulose medium. This project was done at 
the Hematology Teaching and Research Laboratory in Hospital San Juan de Dios and 
at the Tissue Engineering Laboratory in Technological Institute of Costa Rica. The 
objective was to standardize the procedures of the Colony Forming Units Assay of 
hematopoietic progenitor cells from peripheral blood, mobilized peripheral blood and 
bone marrow samples. After obtaining the approval of the Institutional Bioethics 
Committee in Research of the Social Security (Caja Costarricense de Seguro Social) 
were standardized collection, anticoagulation, transportation and samples thawing 
protocols of bone marrow and peripheral blood, isolation of mononuclear cells by 
density gradient protocol, and the Colony Forming Units Assay through the 
cultivation of mononuclear cells in methylcellulose medium. Test patterns made it 
possible to identify the CFU-E, CFU-GM and CFU-GEMM colonies obtained with 
MethoCult® medium. 
 
Keywords: Hematopoietic stem cell; Colony forming units assay; CFU; Stem cell 
transplantation; Bone marrow; Peripheral blood. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El uso de células madre con fines terapéuticos representa en la actualidad una de las 
posibilidades para el tratamiento de ciertas enfermedades degenerativas o como 
terapia de preferencia en patologías cuyo tratamiento alternativo no supone una 
solución definitiva. La idea de que los trastornos médicos que afectan la formación de 
células sanguíneas o inmunitarias pueden ser curados mediante el trasplante de 
células madre hematopoyéticas ha fomentado su uso en el tratamiento de pacientes 
con alto riesgo de enfermedades hematológicas (Mera et al., 2007). La base de este 
trasplante es que todas las células sanguíneas surgen a partir de células madre 
presentes en la sangre y médula ósea; y que su obtención puede efectuarse mediante 
recolección de sangre del cordón umbilical de recién nacidos para trasplantes 
alogénicos y mediante leucoféresis u obtención de médula ósea para trasplantes 
autólogos (Rodríguez et al, 2006; Cottler-Fox et al., 2003). 
Para determinar la dosis y viabilidad de las células madre recolectadas suelen 
emplearse diferentes métodos, de los cuales el más común es el método de exclusión 
de colorante en células nucleadas con azul de tripán (Schmidt, 1979). Otra técnica 
utilizada para determinar y evaluar la capacidad de proliferación in vitro de las 
células madre hematopoyéticas presentes en una muestra es la obtención de unidades 
formadoras de colonias (UFC) a partir de células hematopoyéticas progenitoras, 
donde cada colonia representa la progenie de una célula madre (StemCell 
Technologies, 2004).  
El cultivo de unidades formadoras de colonias granulocito-eritroides-macrófagos-
megacariocitos (UFC-GEMM), unidades formadoras de colonias granulocito-
macrófago (UFC-GM), unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-C) y 
unidades formadoras de brotes de eritrocitos (UFB-E) en un medio de metilcelulosa 
se utiliza comúnmente para detectar y cuantificar progenitores humanos 
hematopoyéticos en muestras de médula ósea, sangre periférica y sangre de cordón 
umbilical (StemCell Technologies, 2004). Según estudios efectuados por Migliaccio 
y colaboradores (2000) la dosis de UFC es un parámetro más predictivo de la 
13 
 
supervivencia post-trasplante que la dosis de células nucleadas, metodología 
usualmente empleada. Además, el cultivo de estas UFC se ha utilizado para 
determinar las tasas de viabilidad y recuperación celular en ensayos de 
criopreservación de células madre de sangre periférica y de cordón umbilical 
(Katayama et al., 1997; Kudo et al., 2005).  
Durante estos últimos años, el Centro de Investigación en Biotecnología del Instituto 
Tecnológico de Costa Rica ha impulsado el desarrollo de la biotecnología médica en 
nuestro país mediante la ejecución de diversos proyectos de investigación en 
cooperación con la Caja Costarricense de Seguro Social. Esta cooperación científica y 
tecnológica se ha logrado mediante la capacitación del personal de ambas 
instituciones en la aplicación de nuevas técnicas para el tratamiento de algunas 
patologías, como ha sido el uso de piel cultivada in vitro para el tratamiento de 
pacientes con quemaduras, úlceras u otros problemas cutáneos. Asimismo, el 
Hospital San Juan de Dios en conjunto con el Hospital Nacional de Niños, ha 
incursionado exitosamente en el trasplante de células madre como tratamiento de 
pacientes con enfermedades hematológicas malignas, síndromes de falla medular, 
algunos tumores sólidos, estados inmunodeficientes hereditarios y desórdenes 
metabólicos.  
Debido a que las células madre hematopoyéticas son capaces de preservar su 
capacidad de proliferación y diferenciación in vitro hacia todos los linajes 
hematopoyéticos, se planteó efectuar esta práctica de especialidad en el Laboratorio 
de Investigación y Enseñanza de Hematología del Hospital San Juan de Dios, el 
Laboratorio de Investigación del Hospital Nacional de Niños y el Laboratorio de 
Ingeniería en Tejidos del Instituto Tecnológico de Costa Rica, con el objetivo de 
estandarizar los procedimientos de ensayos de unidades formadoras de colonias de 
células progenitoras hematopoyéticas a partir de muestras de sangre periférica, sangre 
periférica movilizada y médula ósea. 
14 
 
REVISIÓN DE LITERATURA 
 
CÉLULAS MADRE 
Las células madre son un grupo de células que se caracterizan por la capacidad de 
dividirse y renovarse a lo largo de la vida de un individuo y por responder a señales o 
estímulos generados en el micro-ambiente donde se encuentran para diferenciarse 
hacia linajes celulares con características y funciones especializadas (Horwitz, 2003; 
Mera et al., 2007). Estas pueden clasificarse según el tejido de origen en células 
madre embrionarias o adultas y según su potencial de diferenciación en células 
totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales (Marone et al., 
2002) (Fig. 1). Las células madre totipotentes son aquellas capaces de dar origen a 
tejido embrionario y extraembrionario; las células pluripotentes producen células 
derivadas de cualquiera de las tres capas embrionarias: mesodermo, endodermo y 
ectodermo; las células multipotentes generan todos los tipos celulares derivados de 
una sola capa embrionaria, como sucede en el caso de las células madre neuronales, 
hematopoyéticas y mesenquimales (Prósper y Verfaillie, 2003; Weissman et al., 
2001); y por último, las células madre con un menor potencial para diferenciarse son 
conocidas como células unipotenciales (Niesler, 2004).  
Plasticidad de las células madre 
Tradicionalmente se considera a las células madre adultas como células 
multipotenciales, a diferencia de las células madre embrionarias que se caracterizan 
como pluripotenciales (Prósper y Verfaillie, 2003), sin embargo, trabajos publicados 
recientemente indican la existencia de células madre adultas pluripotentes con 
capacidad de diferenciarse en tejidos derivados de cualquiera de las tres capas 
embrionarias (Jiang et al., 2002; Grant et al., 2002). Esta plasticidad concede a las 
células madre la capacidad de generar células maduras tanto de tejidos esperados, 
como de tejidos inesperados derivados de otras capas embrionarias (Fig. 2) (Horwitz,  
15 
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Figura 1. Modelo jerárquico de las células madre de acuerdo con su potencial de diferenciación 
(Prósper y Verfaille, 2003). 
 
2003), siendo el caso más típico el de las células madre hematopoyéticas capaces de 
diferenciarse a tejidos como hepatocitos, músculo cardíaco, osteoblastos o endotelio 
(Horwitz, 2003; Prósper y Verfaillie, 2003). En esta versatilidad o capacidad de 
transdiferenciación de las células madre adultas, los factores ambientales locales 
influyen directamente en la vía de diferenciación, de manera que algunas poblaciones 
de células madre tienen la capacidad de generar cualquier tejido de acuerdo con el 
tipo de microambiente en que se encuentren (Jiang et al., 2002). 
Tipos de células madre 
Todas las células madre son células indiferenciadas que exhiben una capacidad de 
auto-renovación ilimitada y que tienen el potencial de generar múltiples linajes 
celulares o poblaciones progenitoras que pueden contribuir a la homeostasis tisular 
mediante la repoblación celular y la regeneración de tejidos después de una lesión 
(Horwitz, 2003).  
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Figura 2. Representación esquemática de la vía de diferenciación de una 
célula madre que se transdiferencia a tejidos no hematopoyéticos 
inesperados. El diagrama representa la plasticidad verdadera de la célula 
madre (Horwitz, 2003). 
 
Se han identificado distintos tipos de células madre a partir de embriones, tejidos 
fetales y sangre de cordón umbilical, así como en nichos específicos en muchos 
tejidos y órganos adultos de mamíferos, como sangre, médula ósea, cerebro, piel, 
ojos, corazón, riñones, pulmones, tracto gastrointestinal, páncreas, hígado, ovarios, 
glándula mamaria, próstata y testículos (Mimeault y Batra, 2006).  
 
CÉLULAS MADRE DE LA MÉDULA ÓSEA 
Se han descrito diferentes tipos de células madre presentes en la médula ósea:  
Células madre mesenquimales (MSC) 
La médula ósea contiene gran cantidad de células madre mesenquimales, también 
denominadas células madre estromales que son capaces de diferenciarse a tejidos 
mesodérmicos funcionales, como osteoblastos, condroblastos, adipocitos y 
mioblastos esqueléticos (Pittenger et al., 1999; Prósper y Verfaillie, 2003). Sin 
embargo, a pesar de su probada multipotencialidad mesodérmica y de su habilidad 
para diferenciarse a neuroectodermo, estas no se diferencian a tejido derivado del 
Miocitos esqueléticos 
 
Célula Madre 
Hematopoyética 
Granulocitos 
Linfocitos 
Monocitos 
Eritrocitos 
Plaquetas 
Miocitos cardiacos 
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endodermo y, por lo tanto, no se pueden considerar células madre pluripotenciales 
(Koc y Lazarus, 2001). 
Células “Side Population” (SP) 
Las llamadas células SP se han aislado tanto a partir de médula ósea como de 
músculo utilizando técnicas de citometría de flujo. Se sabe que estas son capaces de 
diferenciar a células madre hematopoyéticas en humanos, roedores y otras especies 
(Asakura et al., 2002; Jackson et al., 2001).  
Células progenitoras adultas multipotenciales (MAPC) 
Esta población celular de la médula ósea ha sido descrita recientemente por Jiang y 
colaboradores (2002) como auténticas células pluripotenciales con una capacidad 
diferenciadora muy similar a las células madre embrionarias. Estas células son 
capaces de proliferar in vitro más de 120 divisiones celulares sin un aparente 
envejecimiento; además, los experimentos de clonaje realizados por este grupo 
prueban que es una única célula la que es capaz de diferenciarse a tejidos procedentes 
de cualquiera de las tres capas embrionarias. In vitro, las MAPCs pueden ser 
inducidas a diferenciar a tejidos derivados del mesodermo como hueso, adipocitos, 
músculo esquelético, estroma hematopoyético o endotelio (Jiang et al., 2002). 
Células madre hematopoyéticas (CMH) 
Las CMH han sido identificadas tanto in vitro como in vivo y utilizadas clínicamente 
desde hace más de 50 años. Además del potencial hematopoyético, las CMH pueden 
ser más potentes de lo esperado, dando lugar a tejidos derivados de las distintas capas 
embrionarias cuando son sometidas a ciertas circunstancias (Prósper y Verfaillie, 
2003), por ejemplo, el potencial de las células madre hematopoyéticas para adquirir 
características de células progenitoras endoteliales, músculo cardíaco, músculo 
esquelético, neuronas adultas así como células de la glía, y de contribuir a otros 
tejidos como el epitelio pulmonar, gastrointestinal, renal o a la piel ha sido descrito 
recientemente (Grant et al., 2002). 
18 
 
CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
Generalidades 
El sistema hematopoyético tiene como función retirar de la circulación las células 
viejas o las defectuosas, eliminarlas y reemplazarlas por nuevas. Este sistema está 
constituido por un conjunto de células de la médula ósea, de la sangre y del sistema 
linfoide que dan origen a todos los tipos de células sanguíneas a partir de una célula 
madre hematopoyética (Mera et al., 2007).  
Las células madres hematopoyéticas poseen tres características básicas: tienen el 
potencial de generar varios linajes sanguíneos (Fig. 3), presentan un alto potencial 
proliferativo y tienen una alta capacidad de generación de nuevas células madre 
idénticas (Hoffman et al., 2000;  Ivanova et al., 2002), por lo que han sido utilizadas 
exitosamente en el tratamiento de pacientes con alto riesgo de enfermedades 
hematológicas como leucemias agudas y crónicas, anemia aplástica severa, 
hemoglobinopatías, déficits inmunológicos congénitos, síndromes con falla de 
médula ósea y desórdenes metabólicos (Mera et al., 2007; Armitage, 1994). 
Microambiente hematopoyético  
La médula ósea es un tejido graso y suave que yace al interior del hueso trabecular, y 
son en conjunto la trabécula y el estroma de la médula ósea los elementos que 
físicamente soportan y fisiológicamente mantienen el tejido hematopoyético 
(Panoskaltsis et al., 2005). El microambiente hematopoyético de la médula ósea 
contiene células del estroma cuyo origen puede ser mesenquimal, como es el caso de 
las células endoteliales, los fibroblastos, los adipocitos y los osteoblastos o puede ser 
hematopoyético no-mesenquimal, como los macrófagos y las células dendríticas 
(Mera et al., 2007). Todas estas células de la estroma producen y depositan elementos 
en la matriz extracelular y además son capaces de producir y concentrar citocinas 
locales hematopoyéticas que pueden inducir o inhibir la proliferación y diferenciación 
de células progenitoras, formando así el ‘nicho de la célula madre’ (Quesenberry et 
al., 1994).  
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Linfocitos T Células NKLinfocitos B
Progenitor mieloide Progenitor linfoide
Célula multipotente
Células precursoras
MonocitosEritrocitos Plaquetas Basófilos Eosinófilos Neutrófilos
Figura 3. Representación de la hematopoyesis de una célula madre hematopoyética con potencial de 
generar los distintos linajes sanguíneos. 
 
Características funcionales de las células madre hematopoyéticas 
Las células madre hematopoyéticas son células multipotentes que tienen el potencial 
de generar los diferentes linajes sanguíneos: la línea roja que produce los eritrocitos, 
la línea blanca que produce células tanto del de tipo linfoide (linfocitos B, T y células 
NK) como del tipo mieloide (neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monocitos) y la línea 
trombocítica que da origen a los megacariocitos/plaquetas (Fig. 3). Además, las CMH 
presentan un alto potencial proliferativo, es decir, que son capaces de dividirse y 
producir un gran número de células maduras durante la vida del individuo (Mayani y 
Lansdorp, 1998).  
Estas células también tienen una alta capacidad de generación de nuevas células 
madre idénticas, manteniendo una división de tipo simétrico (Hoffman et al., 2000;  
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Ivanova et al., 2002). Esta capacidad de auto-renovación es muy importante debido a 
que múltiples procesos producen estrés fisiológico en el organismo, con un consumo 
exagerado de determinadas poblaciones celulares sanguíneas, que de no ser por la 
capacidad de auto-renovación de las CMH y su posterior compromiso hacia 
precursores más maduros se verían reducidas (Mera et al., 2007). A medida que las 
CMH maduran, progresivamente van perdiendo su potencial de auto-renovarse pero 
se vuelven mitóticamente más activas, es decir, que en los compartimentos de células 
madres hay muy poca capacidad de auto-renovación y un alto potencial proliferativo 
(Hoffman et al., 2000; Reya et al., 2001).  
Dado que las células madre hematopoyéticas pueden mantener su carácter primitivo 
cuando son manipuladas en el laboratorio, preservando su capacidad de proliferación 
y diferenciación in vitro hacia todos los linajes hematopoyéticos, cada día son más los 
estudios realizados sobre este tipo celular (Mera et al., 2007). 
Evolución de las células madre hematopoyéticas 
Las células más primitivas o células madre hematopoyéticas corresponden al 0.01% 
del total de células nucleadas presentes en la médula ósea (Mayani et al., 2007). Las 
CMH dan origen a células progenitoras hematopoyéticas (CPH), las cuales han 
perdido su capacidad de auto-renovación, pero conservan su potencial proliferativo; 
pueden ser multipotenciales, o bien, pueden estar restringidas a dos o a un solo linaje 
(Mayani et al., 2007). Las CPH, que corresponden a <0.5% del total de células de la 
médula ósea, comparten ciertas características inmunofenotípicas con las CMH, como 
la expresión del antígeno CD34, sin embargo, presentan patrones de expresión de 
marcadores celulares muy particulares, de acuerdo al linaje al que pertenecen (Civin y 
Gore, 1993). Las CPH dan lugar a células precursoras hematopoyéticas reconocibles 
por su morfología, que constituyen la gran mayoría de las células de la médula ósea 
(>90% de las células hematopoyéticas residentes en la cavidad medular). Finalmente, 
los precursores hematopoyéticos al madurar, generan las células sanguíneas 
circulantes (Mayani et al., 2007). 
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Generación de linajes y de unidades formadoras de colonias hematopoyéticas 
Las células de la sangre se dividen en dos grandes grupos: mieloides y linfoides. Las 
primeras comprenden a los granulocitos (neutrófilos, eosinófilos y basófilos), 
monocitos o macrófagos, eritrocitos y plaquetas, mientras que las segundas 
comprenden a los linfocitos B, linfocitos T y células NK (Fig. 3) (Mayani et al., 
2007). Durante el proceso de producción de las células mieloides o mielopoyesis se 
producen, a partir de células hematopoyéticas progenitoras, diversas unidades 
formadoras de colonias que originan un linaje celular específico (Fig. 4) (Mayani y 
Lansdorp, 1998). 
Progenitores Mieloides 
Los progenitores granulo-monocíticos por su parte incluyen unidades formadoras de 
colonias granulo-monocitícas (UFC-GM), que a su vez dan origen a unidades 
formadoras de colonias granulocitícas (UFC-G) y unidades formadoras de colonias 
monocíticas (UFC-M). Una vez encaminadas en la vía de diferenciación, las UFC-G 
dan lugar los eosinófilos, neutrófilos y basófilos; mientras que las CFU-M dan lugar a 
los macrófagos (Fig. 4) (Mayani y Lansdorp, 1998). 
A lo largo de toda la ruta de diferenciación, las células de linaje mieloide son 
reguladas por un amplio número de citocinas, entre las que se encuentran el factor 
estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), la interleucina-3 
(IL-3), IL-6 y el factor de células madre (SCF). Estos factores estimuladores de 
colonias inducen la sobrevivencia y proliferación de CPH, conduciéndolas hacia 
linajes específicos de acuerdo con la combinación de factores empleados (Mayani y 
Lansdorp, 1998); así, por ejemplo, el G-CSF tiene un efecto más específico para la 
diferenciación a linaje granulocítico (Lu et al., 1993) y el SCF por sí solo es capaz de 
estimular el crecimiento de CPH, aunque tiende a tener un mayor efecto cuando actúa 
en combinación con otros factores de crecimiento como GM-CSF, IL-3, IL-6, G-
CSF, TPO y EPO (Pettengell et al., 1994; Verfaillie et al., 1990).  
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Figura 4. Generación de linajes de células hematopoyéticas y su relación con las diferentes unidades 
formadoras de colonias hematopoyéticas. Fuente: Mayani y Lansdorp (1998). 
 
Progenitores Eritroides  
El progenitor eritroide-megacariocítico, da lugar a unidades formadoras de brotes 
eritroides (UFB-E), quienes a su vez originan unidades formadoras de colonias 
eritroides (UFC-E), para posteriormente dar lugar a los eritrocitos. Este progenitor 
también puede originar unidades formadoras de colonias megacariocíticas (UFC-Me), 
que generarán megacariocitos inmaduros y maduros, que finalmente liberaran a las 
plaquetas (Fig.4) (Mayani y Lansdorp, 1998). 
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En la ruta de diferenciación de los progenitores eritroides (UFB-E y UFC-E) la 
eritropoyetina (EPO) actúa como una de las principales citocinas reguladoras de la 
eritropoyesis, pues su principal actividad es controlar la producción de células 
eritroides al promover la sobrevivencia, proliferación y diferenciación de 
progenitores eritroides en la médula ósea (Mayani et al., 1998). Otras citocinas como 
la interleucina-3 (IL-3), la trombopoyetina (TPO), el ligando de la tirosina fetal-3 
(FLT-3L) y el factor de células madre (SCF) participan también en la eritropoyesis, al 
regular la proliferación, diferenciación y sobrevivencia de células progenitoras y 
precursores eritroides (Mayani y Lansdorp, 1998). 
 
TRASPLANTE DE CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
El sistema hematopoyético uno de los tejidos del cuerpo humano mejor caracterizado, 
debido a que sus propiedades biológicas únicas han permitido su manipulación 
experimental en estudios pre-clínicos y su trasplante en pacientes con alto riesgo de 
enfermedades hematológicas (Shizuru et al., 2005) (Mimeault y Batra, 2006). 
Tipos de trasplantes 
Existen tres tipos de trasplantes de células madre hematopoyéticas: en los trasplantes 
autólogos, los pacientes reciben sus propias células madre; en un trasplante singénico, 
los pacientes reciben las células madre de su gemelo; y en un trasplante alogénico, las 
células madre son aportadas por un familiar o un donante no emparentado que sea 
compatible con los antígenos HLA de sus células madre (National Cancer Institute, 
2005). Los trasplantes autólogos y alogénicos dependen del estado y del diagnóstico 
del paciente, pues generalmente implican la inyección intravenosa de un número 
específico de CMH (Mimeault y Batra, 2006), con el fin de renovar los progenitores 
hematopoyéticos funcionales necesarios para rescatar a un paciente después de recibir 
altas dosis de quimio y radioterapia, utilizar el efecto de injerto vs tumor como parte 
del tratamiento de enfermedades malignas y corregir algunos desórdenes 
inmunológicos, genéticos, metabólicos o hematológicos.  
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FUENTE DE CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
Médula ósea 
Los trasplantes de células madre hematopoyéticas iniciaron en la década de 1950-
1970 con el uso de células madre procedentes de médula ósea por un equipo en el 
Fred Hutchinson Cancer Research Center dirigido por E. Donnall Thomas (Cottler-
Fox et al., 2003), el cual demostró con su trabajo que células de la médula ósea 
administradas por vía intravenosa tenían la capacidad de repoblar la médula ósea y de 
producir nuevas células sanguíneas. La extracción de la médula se realiza mediante 
anestesia local o general, insertando una aguja especial desde el borde superior de los 
huesos ilíacos. La médula recolectada es procesada para extraer la sangre y se 
administra al receptor pocas horas después de la extracción (National Cancer 
Institute, 2005).  
Si es necesario, las células cultivadas de la médula ósea pueden congelarse y 
almacenarse para su uso posterior, pues la médula ósea puede congelarse durante 
años y seguir estando apta para el trasplante de células madre (National Cancer 
Institute, 2005). 
Sangre periférica 
Un pequeño número de células madre hematopoyéticas circulan en la sangre 
periférica durante la hemopoyesis, sin embargo, para recolectar una cantidad 
adecuada de células madre para trasplantar, es necesario efectuar una movilización de 
las mismas desde la médula ósea, con el fin de incrementar el número de células 
madre que se liberan hacia el torrente sanguíneo (Harada, 1996). Para ello se utilizan 
la quimioterapia, los factores de crecimiento u hormonas y la aplicación de un factor 
de crecimiento durante la fase de recuperación luego de la quimioterapia (García, 
2003). Actualmente el uso de factores de crecimiento, como los factores estimulantes 
de colonias hematopoyéticas (CSF) y algunas citocinas (SCF, IL-3, IL-4), es la 
metodología más aplicada, debido a su baja toxicidad y a la posibilidad de programar 
el momento de la recolección de la sangre (Harada, 1996). Las células madre 
provenientes del torrente sanguíneo son recolectadas mediante un procedimiento 
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llamado aféresis o leucoféresis, en el cual cuatro o cinco días después de haber 
realizado la movilización de las células madre del donante, la sangre se extrae, se 
bombea por un separador de células sanguíneas que separa la sangre en cuatro 
componentes: glóbulos rojos, plasma, glóbulos blancos y plaquetas. Los dos últimos 
componentes se cultivan porque contienen las células madre. Los glóbulos rojos y el 
plasma son devueltos al donante (National Cancer Institute, 2005). 
 
AISLAMIENTO Y ENSAYOS EN CÉLULAS MONONUCLEADAS  
Un trasplante exitoso de células madre hematopoyéticas, tanto autólogo como 
alogénico, requiere la inyección de un número suficiente de progenitores 
hematopoyéticos capaces de regenerar una amplia gama de linajes  hematopoyéticos 
en el momento oportuno (Cottler-Fox et al., 2003). Con la finalidad de aislar y de 
determinar algunos parámetros como identidad, viabilidad, madurez celular, 
capacidad de crecimiento y proliferación de CMH se utilizan los siguientes ensayos:  
Aislamiento de células mononucleares por gradiente de densidad 
Bøyum (1968) describió algunos métodos para el aislamiento de células 
mononucleares a partir de sangre circulante y médula ósea que utilizaban mezclas de 
polisacáridos y medio de contraste radio-opaco para purificar células mononucleares 
de sangre circulante y médula ósea. Actualmente, para la separación de células 
mononucleares a partir de pequeños volúmenes de muestra se utiliza una solución 
acuosa de polisucrosa y diatrizoato sódico ajustada a una densidad de 1,077 ± 0,001 
g/ml, que al crear un gradiente de densidad facilita la rápida recogida de células 
mononucleares viables con alto rendimiento y pureza (Sigma-Aldrich, 2003; 
Amersham Biosciences, 2001). 
Tinción con azul de tripán 
Para determinar la viabilidad de las células recolectadas pueden emplearse diferentes 
métodos, de los cuales el más común es la tinción con azul tripán, molécula coloreada 
de gran peso molecular que sólo es capaz de entrar 
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membrana alterada, por lo que una célula viva en perfecto estado se observará 
incolora ante esta tinción mientras que una célula con la membrana rota se observará 
azul en conteos celulares con hemocitómetro (Schmidt, 1979).  
Ensayo de unidades formadoras de colonias  
Uno de los ensayos desarrollados in vitro para cuantificar progenitores 
multipotenciales,  de eritrocitos, granulocitos y monocitos de los linajes sanguíneos 
mieloides es el cultivo de células progenitoras hematopoyéticas en una matriz 
semisólida, en la cual los progenitores individuales, denominados unidades 
formadoras de colonias (UFC), proliferan para formar discretos agregados celulares o 
colonias (StemCell Technologies, 2004). La frecuencia de estos progenitores 
hematopoyéticos en muestras normales de médula ósea, sangre de cordón umbilical, 
sangre periférica y sangre periférica movilizada se muestra a continuación.   
 
Cuadro 1. Frecuencia de progenitores en muestras humanas normales médula ósea, sangre 
de cordón umbilical, sangre periférica y sangre periférica movilizada. 
 
Fuente de células 
Total de progenitor/placa 35mm 
UFC-E UFB-E UFC-GM UFC-GEMM 
Médula ósea 188 175 408 10 
por 105 células (n=17) (1 - 506) (1 - 477) (1 - 990) (1 - 30) 
Sangre de cordón umbilical 9 104 115 25 
por 105 células (n=16) (1 - 48) (1 - 310) (1 - 303) (1 - 59) 
Sangre periférica normal 2 30 9 2 
por 105 células (n=30) (1 - 10) (1 - 62) (1 - 18) (1 - 5) 
Sangre periférica movilizada 8 121 111 23 
por 105 células (n=19) (1 - 27) (1 - 257) (1 - 257) (1 - 67) 
 
Nota: Los valores de UFC fueron determinados utilizando MethoCult® GF H4434. Los valores están expresados 
de la siguiente manera: el rango está definido por medio de ±2 desviaciones estándar. 
 
Fuente: StemCell Technologies, 2004. 
 
Los ensayos de UFC se efectúan colocando una suspensión celular en un medio 
semisólido de metilcelulosa suplementado con nutrientes y citocinas recombinantes 
(cuadro 2), seguido por una incubación a 37°C por 14 a 16 días. Posteriormente, las 
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UFC son clasificadas y enumeradas con base en el reconocimiento morfológico de 
uno o más tipos celulares de linajes hematopoyéticos en la colonia.  
 
Cuadro 2. Función de las citocinas recombinantes presentes en el medio MethoCult® 
Citocinas Descripción  
h EPO Se usa en combinación con otras citocinas para el crecimiento de progenitores eritroides 
h IL-3 Usado en combinación con otras citocinas promueve el crecimiento de progenitores mieloides tempranos de todos los linajes. 
h SCF Para el crecimiento de células madre, utilizado en combinación con otras 
citocinas promueve el crecimiento de progenitores mieloides y linfoides. 
h GM-CSF Para el crecimiento de progenitores granulocíticos y monocíticos. 
 
Fuente: StemCell Technologies, 2004. 
 
La evaluación y enumeración de las colonias puede realizarse in situ mediamente 
microscopia de luz o utilizando métodos citoquímicos e inmunocitoquímicos 
(StemCell Technologies, 2004).   
El cultivo de unidades formadoras de colonias granulocito-eritroides-macrófagos-
megacariocitos (UFC-GEMM), unidades formadoras de colonias granulocito-
macrófago (UFC-GM), unidades formadoras de brotes eritroides (UFB-E) y unidades 
formadoras de colonias eritroides (UFC-E) se utiliza comúnmente para detectar y 
cuantificar progenitores humanos hematopoyéticos en muestras de médula ósea y 
sangre periférica (StemCell Technologies, 2004). Además, el conteo de UFC se ha 
utilizado para determinar las tasas de viabilidad y recuperación celular en ensayos de 
criopreservación de células madre de sangre periférica y de cordón umbilical 
(Katayama et al., 1997; Kudo et al., 2005).  
Según estudios efectuados por Migliaccio y colaboradores (2000) la dosis de UFC es 
un parámetro más predictivo de la supervivencia post-trasplante que la dosis de 
células nucleadas, metodología usualmente empleada, observándose prendimiento y 
trasplante libre de enfermedad a partir de una dosis de 5x104 UFC/Kg de peso del 
paciente.  
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL 
Estandarizar los procedimientos de ensayos de unidades formadoras de colonias de 
células progenitoras hematopoyéticas a partir muestras de sangre periférica, sangre 
periférica movilizada y médula ósea. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Obtener la autorización del Comité Institucional de Bioética en Investigación 
de la Caja Costarricense de Seguro Social (COIBI-CCSS) para efectuar esta 
propuesta de investigación. 
- Estandarizar los protocolos de obtención, anticoagulación, traslado y 
descongelación de muestras de médula ósea y sangre periférica. 
- Estandarizar el protocolo de aislamiento de células mononucleadas por 
gradiente de densidad a partir de muestras de médula ósea y sangre periférica.  
- Estandarizar el ensayo de unidades formadoras de colonias mediante el cultivo 
de células mononucleadas en un medio de metilcelulosa. 
- Generar patrones de identificación de colonias de UFC-E, UFB-E, UFC-GM y 
UFC-GEMM presentes en una placa de cultivo con medio de metilcelulosa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
AUTORIZACIÓN DEL COIBI-CCSS 
El estudio se realizó en el Laboratorio de Ingeniería en Tejidos del Instituto 
Tecnológico de Costa Rica, el Laboratorio de Investigación y Enseñanza de 
Hematología del Hospital San Juan de Dios y el Laboratorio de Investigación del 
Hospital Nacional de Niños, por lo cual fue necesario solicitar la autorización del 
Comité Institucional de Bioética en Investigación de la Caja Costarricense de Seguro 
Social (COIBI-CCSS). Por lo cual se presentaron y sometieron a evaluación los 
siguientes formularios: 
− Formulario AP-I: Solicitud de revisión de protocolo (apéndice 1) 
− Formulario AP-IIa: Resumen de propuesta de investigación (apéndice 2) 
− Formulario AP-IIIa: Requisitos del protocolo de investigación (apéndice 3) 
− Formulario AP-IV: Laboratorios a utilizar en el estudio (apéndice 4) 
− Formulario AP-V: Presupuesto (apéndice 5) 
− Declaración jurada de fuentes de financiamiento (anexo 1) 
− Formulario CV-I: Currículum vitae abreviado de investigadores (apéndice 6) 
 
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES 
Se desarrollaron varios procedimientos con el fin de estandarizar los protocolos de 
obtención, anticoagulación, traslado y descongelación de muestras de médula ósea y 
sangre periférica. Las especificaciones de equipo, materiales y reactivos utilizados  se 
muestran en el apéndice 10. Las muestras de sangre periférica, sangre periférica 
movilizada y médula ósea fueron colectadas por del personal médico del Servicio de 
Hematología del Hospital San Juan de Dios, luego de completar el ‘Formulario de 
Ensayos UFC, AT y CD34’ (apéndice 7). Se asignó un código a cada tubo de acuerdo 
con el tipo de muestra (MO-SP-SPM), el proceso (muestra criopreservada o no) y un 
número consecutivo:  
utivoconprocesomuestra
XXXXXX
sec
−−  
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Durante la colecta, aproximadamente un mililitro de cada muestra de médula ósea y 
sangre circulante se transfirió rápidamente después de la aspiración a un tubo estéril 
con anticoagulante (EDTA, heparina o ACD-A en caso de criopreservación). La 
muestra se agitó inmediatamente por inversión y se trasladó al Laboratorio de 
Ingeniería en Tejidos del Instituto Tecnológico de Costa Rica. Las muestras recién 
colectadas se transportaron en una hielera con hielo, envueltas en gasas y dentro de 
una bolsa con cierre para evitar el contacto con el contenedor y las muestras 
criopreservadas se descongelaron en el Laboratorio de Hematología del HSJD y luego 
se trasladaron de la misma manera al ITCR, donde se continuó con su procesamiento.  
Utilizando el procedimiento descrito por Young-Jin (2007) se efectuó la 
descongelación de las recolecciones de sangre periférica movilizada colectadas y 
criopreservadas el 08/10/2007 por la Dra. María Rodríguez. Se descongeló la bolsa de 
recolección con la sangre colectada en un baño de agua Cole-Parmer (modelo 
Polystat) a 37ºC, se secó el exterior y se limpió con alcohol al 70% para evitar 
contaminación. Rápidamente, se transfirió cerca de 1ml de la suspensión celular 
descongelada a un tubo cónico de centrífuga de 15ml con 10ml IMDM al 10% 
(apéndice 8). Se centrifugó a temperatura ambiente a 200g durante 10min, se removió 
el supernadante sin tocar el botón de células, se lavó una vez con 10ml de DPBS 
(apéndice 8) y se volvió a centrifugar a temperatura ambiente a 200g durante 10min. 
Con cuidado, se resuspendieron las células en 2ml de IMDM al 2% (apéndice 8) y se 
realizó un conteo para establecer el número y concentración de células nucleadas.  
 
Con el propósito de aislar células mononucleares a partir de 1ml de sangre periférica 
y médula ósea, de acuerdo con los procedimientos detallados por Sigma-Aldrich 
(2003) y StemCell Technologies (2004), se mezcló bien la muestra y se efectuó un 
conteo inicial de células para establecer el número y la concentración de células 
nucleadas presentes en la muestra inicial. En cámara de flujo laminar Telstar (modelo 
BIO-II-AG), se midió el volumen total de la muestra a procesar y se trasfirió a un 
tubo nuevo, donde las células fueron diluidas al menos 1:1 en IMDM al 2% y 
mezcladas por inversión.  
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En un tubo de centrífuga cónico de 15ml (#21008-216, WWR) se colocaron 3,0ml de 
Histopaque-1077 (#H8889, Sigma) mezclado por inversión. Cuando el Histopaque 
alcanzó la temperatura ambiente, se extendieron sobre el tubo con Histopaque-1077 
3,0ml de muestra/IMDM, sin perturbar la interface histopaque/muestra. El tubo se 
centrifugó en una centrífuga Fisher Scientific (modelo AccuSpin1) a 400 x g durante 
exactamente 30 minutos a temperatura ambiente. Después del centrifugado, se aspiró 
y se desechó la capa superior hasta 0,5cm de la zona intermedia blanquecina con las 
células mononucleares, utilizando una pipeta. Esta zona intermedia fue transferida 
con cuidado, utilizando una pipeta, a un tubo de centrífuga cónico. A este tubo se 
añadió IMDM al 2% hasta completar 4ml, se mezcló por inversión y luego se 
centrifugó a 300 x g por 10 minutos. Seguidamente se aspiró el sobrenadante 
(dejando aproximadamente 1ml) y se desechó. El botón de células se resuspendió en 
un vórtex de Scientific Industries (modelo 6-560), y luego se adicionaron 3,0ml de 
IMDM al 2% y se agitó con vórtex más vigorosamente. Se efectuó una tercera 
centrifugación a 300 x g durante 10 minutos, se desechó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 2,0ml de IMDM al 2%.  
 
Se registró el volumen final y se cuantificó y determinó la viabilidad de las células 
mononucleadas aisladas con la técnica de exclusión de colorante con azul de tripán 
(Bøyum, 1968) de acuerdo con los procedimientos proporcionados por StemCell 
Technologies (2004). Se tomaron 10µl de la muestra contenida en cada tubo y se 
mezclaron con 10µl de azul tripán (#T6146, Sigma) al 0,4%. Se dejó reposar la 
mezcla entre 5 y 15 minutos y con una micropipeta se llenaron ambos retículos de un 
hematocitómetro Boeco (código BOE 14) con 10µl de muestra/azul tripán y se dejó 
reposar durante 3 minutos. Seguidamente, utilizando un microscopio marca Novex 
(modelo B-Range), se contaron las células teñidas y las no teñidas en cada cuadrante.  
Se ajustó la concentración de la suspensión con diluciones 1:50 ó 1:100 en PBS 
(#P4417, Sigma) para obtener 20-50 células por cuadrante (apéndice 9). Se calculó el 
promedio de células viables y el porcentaje de viabilidad de acuerdo con las 
siguientes fórmulas:  
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Células viables/ml = promedio células viables por cuadrante x factor de dilución x 104 
Porcentaje de viabilidad = células vivas ÷ (células vivas + células muertas) x 100  
 
ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 
Con el fin de iniciar con la estandarización el ensayo de unidades formadoras de 
colonias se desarrollaron los siguientes protocolos basados en los procedimientos 
proporcionados por StemCell Technologies (2004).   
Cada alícuota preparada de 3ml de MethoCult (apéndice 8) se dejó descongelando 
bajo refrigeración a 2-8ºC durante la noche. En cámara de flujo laminar, se 
prepararon las placas de cultivo colocando dos placas de cultivo pre-tratadas de 
35mm (#27100, StemCell Technologies) con tapa, dentro de una placa de 100mm 
(#27125, StemCell Technologies) tapada. Se etiquetaron las placas de cultivo de 
35mm en el borde con el experimento y número de ensayo. Se efectuó una dilución 
de la muestra de células mononucleadas con IMDM al 2% a 10X de la concentración 
final requerida (cuadro 3), con la fórmula 2211 vcvc ⋅=⋅ . 
 
Cuadro 3. Concentración celular 10X a preparar y concentración final requerida de células 
mononucleadas por placa según la fuente de las células mononucleadas. 
 
Fuente de las células Concentración 10x Concentración requerida (CMN/µl) CMN/placa 
Médula ósea 2 x 102 (1 – 5 x 102) 2 x 101 (1 – 5 x 101) 
Sangre periférica 2 x 103 (1 - 2 x 103) 2 x 102 (1 - 2 x 102) 
Sangre periférica movilizada 2 x 102 (1 – 5 x 102) 2 x 101 (1 – 5 x 101) 
 
Se adicionaron 300µl de células diluidas a un tubo de 3ml de MethoCult® para 
ensayos por duplicado y 150µl de células diluidas a un tubo de 1.5ml de MethoCult® 
para ensayos únicos. Se colocó el tubo en un vórtex y se mezcló a fondo, dejándolo 
luego reposar por 5 min para disipar las burbujas antes de dispensar.  
Para dispensar la mezcla células-metilcelulosa en las placas de cultivo, se adjuntó una 
aguja calibre 16 con punta roma (#28110, StemCell Technologies) una jeringa estéril 
de 3ml, utilizando siempre una nueva aguja y jeringa en cada tubo. Se tomó 1.1ml de 
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la mezcla células-metilcelulosa para cada placa de 35mm, removiendo la tapa con la 
mano izquierda y colocando la jeringa sobre el centro de la placa sin tocar la jeringa 
ni la placa. Se tapó la placa y se distribuyó el medio uniformemente sobre la 
superficie de cada placa mediante inclinación suave y rotación de la placa para 
permitir que el menisco se uniera a la pared de las placas en todos los lados. 
Se colocaron las placas de cultivo y una placa de 35mm sin tapa con 3ml de agua 
destilada estéril en la placa petri de 100mm. Estas fueron incubadas durante 15 días a 
37ºC, 5% de CO2 y con ≥95% de humedad en una incubadora Barnstead International 
(modelo 397).  
 
Para efectuar la identificación y enumeración de las unidades formadoras de colonias 
se utilizó una placa de puntuación cuadriculada de dos líneas perpendiculares y ocho 
cuadrados (de aproximadamente 2mm) en el centro de un placa de cultivo. Se sacó 
cada placa de cultivo de la incubadora y se colocó en el centro de la placa de 
puntuación, en un microscopio invertido marca Hund (modelo Wllover 30) y se 
ajustó a bajo poder (objetivo 2X) hasta enfocar las colonias. Se exploró a bajo poder 
(objetivo de 2X, aumento de 40X) para identificar y evaluar la distribución relativa y 
el número aproximado de las colonias, la presencia/ausencia de otras 
células/desechos, morfología general, salud de las colonias. 
Iniciando con un extremo de la placa, se contaron todas las colonias de UFC-E a alto 
poder (objetivo de 4-5X, aumento de 40-50X). Una vez que la placa fue explorada en 
alto poder, se cambió a un aumento más bajo (objetivo 2X, aumento 25X con 
oculares de 10X) para identificar las colonias UFC-E, UFC-GEMM y UFC-GM y se 
efectuaron los conteos en las demás placas de cultivo de la misma manera. Se 
determinó la cantidad de UFC por placa de cultivo de 35mm y de UFC por mililitro. 
El total de UFC/ml se obtuvo con la fórmula: LDUFCLUFC µµ 100/ ÷×=  donde 
‘UFC’ es el total de unidades formadoras de colonia por placa de 35mm; ‘D’ es la 
dilución efectuada para alcanzar la concentración 10X requerida; y ‘100µl’ es el total 
de muestra diluida dispensado en cada placa de 35mm.  
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RESULTADOS 
 
AUTORIZACIÓN DEL COIBI-CCSS  
El COIBI-CCSS dio su autorización para efectuar la propuesta de investigación 
“Estandarización del protocolo de ensayo de unidades formadoras de colonias de 
células progenitoras hematopoyéticas a partir de células mononucleares de sangre 
periférica, sangre de cordón umbilical y médula ósea”, que corresponde al expediente 
R08-SABI-00024 de los archivos de la Sub-área de Bioética en Investigación del 
CENDEISSS. El Certificado de Recomendación #018-2008 (anexo 2) extendido por 
el COIBI establece la aprobación de los formularios AP-I (apéndice 1), AP-IIa 
(apéndice 2), AP-IV (apéndice 4) y AP-V (apéndice 5) presentados el 21/07/2008; y 
el Certificado de Aprobación #020-2008 (anexo 3) aprueba la última versión del 
formulario AP-IIIa (apéndice 3) del 06/10/2008.  
Se presentaron además los informes correspondientes a los trimestres de octubre del 
2008 (apéndice 11) y enero del 2009 (apéndice 12) solicitados por el COIBI-CCSS. 
 
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES 
Los resultados del procesamiento de 2 muestras de sangre periférica movilizada 
criopreservadas, 2 muestras de sangre periférica y 12 muestras de médula ósea 
demostraron que:   
La toma de muestras debe ser efectuada por personal médico bien entrenado 
siguiendo de forma rigurosa las condiciones de asepsia. Este debe entregar la muestra 
anticoagulada al personal capacitado en el ensayo de UFC que efectuará el 
procesamiento.  
El código asignado permite la identificación eficaz del material colectado y limita el 
acceso a información del paciente por parte de personas ajenas al Servicio de 
Hematología del HSJD.  
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Cuando se utilizan anticoagulantes, la muestra debe invertirse suavemente varias 
veces, a fin de disolver totalmente el anticoagulante en la sangre y así asegurar que se 
impida el proceso de coagulación. 
El traslado del material extraído al Laboratorio de Ingeniería en Tejidos del ITCR 
debe efectuarse el mismo día de la colecta y a temperatura ambiente con el objetivo 
de mejorar la conservación de las muestras y evitar una disminución en el número y 
la viabilidad de las células. Sin embargo, y sólo en caso de ser necesario, las muestras 
pueden almacenarse en refrigeración a 2-8ºC hasta que puedan procesarse (StemCell 
Technologies, 2004). 
El procedimiento de descongelación aplicado a las muestras SPM-C-01 y SPM-C-02 
no fue completamente eficiente debido a la formación de coágulos al transferir la 
suspensión celular descongelada al tubo con IMDM al 10%, sin embargo, los 
coágulos se resuspendieron parcialmente después de agitar fuertemente con vórtex 
(Fig. 5), y a pesar de que su presencia dificultó el conteo y el aislamiento de las 
células se obtuvo la cantidad de células mononucleares adecuada para realizar el 
ensayo de UFC.  
 
  
 
 
Figura 5. Coágulo observado en la descongelación de las muestras SPM-C-01 y SPM-C-02. A) 
Coágulo. B) Coágulo parcialmente disuelto. 
 
Los resultados obtenidos con el aislamiento por gradiente de densidad utilizando 
Histopaque-1077 demostraron que se dio una adecuada separación de células 
mononucleares (CMN) en muestras anticoaguladas de médula ósea y sangre 
circulante; pues después de la centrifugación, las CMN permanecen en la zona entre 
A B 
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el plasma y el histopaque mientras que los eritrocitos y granulocitos se sedimentan, 
permitiendo su posterior aislamiento.  
Se comprobó que el volumen de muestra utilizado (1,0 ± 0,5 ml) es adecuado para 
alcanzar la concentración 10X de células mononucleadas requerida para efectuar los 
ensayos de UFC (cuadros 3 y 4).  
Además, la viabilidad celular determinada mediante tinción con azul de tripán 
demostró la eficacia del procedimiento utilizado, pues solamente se observó una 
pequeña disminución en el porcentaje de viabilidad de las células aisladas (cuadro 4).  
 
Cuadro 4. Volumen de muestra inicial, total de células por mililitro y porcentaje de vialidad 
antes y después del aislamiento células mononucleadas con Histopaque-1077. ITCR, 2008. 
 
Muestra Volumen de 
muestra (ml) 
Antes del aislamiento Después del aislamiento 
Total % Total % 
(leucocitos/µl) viabilidad (CMN/µl) viabilidad 
MO-01 0,6 5,8 x 104 89% 4,8 x 102 - 
MO-02 1,0 1,2 x 104 87% 3,8 x 103 - 
MO-03 0,8 2,0 x 104 86% 2,1 x 103 - 
MO-04 0,7 4,3 x 104 87% 2,6 x 103 - 
MO-05 0,9 1,4 x 104 82% 1,4 x 102 - 
MO-06 0,8 9,7 x 104 96% 4,2 x 103 - 
MO-07 1,0 2,5 x 104 100% 2,1 x 103 90% 
MO-08 1,5 1,1 x 104 100% 8,3 x 102 85% 
MO-09 0,9 2,2 x 104 100% 8,2 x 102 86% 
MO-10 0,8 1,7 x 104 98% 1,6 x 103 96% 
MO-11 1,5 1,0 x 104 97% 1,6 x 103 87% 
MO-12 1,5 1,3 x 104 98% 1,6 x 103 97% 
SP-01 1,5 9,2 x 103 - 2,7 x 103 99% 
SP-02 1,0 4,6 x 105 98% 7,4 x 104 94% 
SPM-C-01 1,0 2,4 x 105 37% 3,2 x 102 36% 
SPM-C-02 1,0 2,0 x 105 44% 5,5 x 102 43% 
 
Nota: En las muestras MO-01 a MO-06 no se calculó el porcentaje de viabilidad después del 
aislamiento. 
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ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 
Los resultados de la estandarización del protocolo de ensayo de UFC permitieron 
comprobar la necesidad de diluir la suspensión de células mononucleadas a la 
concentración final requerida según StemCell Technologies (2004), con el fin de 
obtener un total de UFC/placa que permita realizar una correcta cuantificación 
(cuadro 5).  
 
Cuadro 5. Diluciones efectuadas a la suspensión de CMN, concentración 10X preparada y 
concentración final de CMN por placa. ITCR. 2008. 
 
Muestra Dilución Concentración 10X  (CMN/µl) 
Concentración de 
CMN/placa 
MO-01 1 4,8 x 102 4,8 x 101 
MO-02 10 3,8 x 102 3,8 x 101 
MO-03 10 2,1 x 102 2,1 x 101 
MO-04 10 2,6 x 102 2,6 x 101 
MO-05 1 1,4 x 102 1,4 x 101 
MO-06 10 4,2 x 102 4,2 x 101 
MO-07 10 2,1 x 102 2,1 x 101 
MO-08 2 4,2 x 102 4,2 x 101 
MO-09 2 4,1 x 102 4,1 x 101 
MO-10 10 1,6 x 102 1,6 x 101 
MO-11 10 1,6 x 102 1,6 x 101 
MO-12 10 1,6 x 102 1,6 x 101 
MO-13 4,85 2,0 x 102 2,0 x 101 
SP-01 1,35 2,0 x 103 2,0 x 102 
SP-02 25 2,0 x 103 2,0 x 102 
SP-C-01 2 1,6 x 102 1,6 x 101 
SP-C-02 1 5,5 x 102 5,5 x 104 
 
Los resultados obtenidos con la identificación y cuantificación de las UFC (cuadro 6) 
muestran variabilidad en la obtención de los progenitores hematopoyéticos esperados 
al utilizar el medio MethoCult GF H4434. 
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Cuadro 6. Total de unidades formadoras de colonias por placa y por microlitro obtenidas en 
medio MethoCult GF H4434, después de 15 días de cultivo. ITCR, 2008. 
 
Muestra UFC-E UFB-E UFC-GM UFC-GEMM UFC/placa 
UFC/µl de 
muestra inicial 
MO-01 211 109 5 325 3,25 
MO-02 236 39 1 276 27,60 
MO-03 447 572 3 1022 102,20 
MO-04 218 507 4 729 72,90 
MO-05 287 457 2 746 7,46 
MO-06 546 634 4 1184 118,40 
SPM-C-01 302 0,5 43,5 337 6,74 
SPM-C-02 48 0 0 48 0,48 
 
Notas: Por recomendación de la Dra. María Rodríguez los progenitores eritroides UFB-E y 
UFC-E se clasificaron como UFC-E, debido a su difícil identificación y reconocimiento.  
No se efectuó el conteo de UFC en las muestras MO-07, MO-08, MO-09, MO-10, MO-11, 
MO-12, MO-13, SP-01 y SP-02 pues se presentó contaminación durante su cultivo.  
 
La observación de las colonias obtenidas, y su comparación con las descripciones y 
fotografías del ‘Manual técnico para los ensayos de células formadoras de colonias 
humanas utilizando MethoCult’ (#28404, StemCell) permitieron lograr una 
descripción general de las unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-E, UFB-
E), unidades formadoras de colonias granulocito-macrófago (UFC-GM) y unidades 
formadoras de colonias granulocito-eritroides-macrófagos-megacariocitos (UFC-
GEMM) obtenidas con el medio MethoCult (cuadro 7, figuras 6-13).  
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Cuadro 7. Descripción de las unidades formadoras de colonias obtenidas utilizando el medio 
MethoCult. ITCR, 2008. 
 
Tipo de progenitor Descripción general de las colonias 
UFC-E +  UFB-E 
Los progenitores eritroides pueden generar colonias maduras (UFB-E) o 
más inmaduras (UFC-E).  
Estos progenitores producen colonias con eritroblastos en agrupaciones 
solas o múltiples.  
Usualmente se observan colonias bien definidas con coloración rojiza 
debido a la hemoglobinización de los eritroblastos  
Figuras 6, 7 y 8 
UFC-GM 
Produce colonias incoloras con al menos 20 granulocitos (UFC-G), 
macrófagos (UFC-M) o células de ambos linajes (UFC-GM).  
Las células de linaje macrófago tienden a ser más largas y de forma más 
irregular que las celulas de linaje granulocito.  
Las UFC-GM que derivan de progenitores primitivos pueden contender 
cientos de células en agrupaciones solas o múltiples.  
Figuras 9, 10 y 11 
UFC-GEMM 
Las UFC-GEMM son originadas por un progenitor multipotencial. 
Este progenitor produce colonias rojizas con eritroblastos y células 
incoloras de al menos dos linajes reconocibles en una misma colonia. 
A las UFC-GEMM también se les llama colonias mixtas. 
Figuras 12 y 13 
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Figura 6. Colonia de UFC-E formando una sola agrupación que presenta más de 200 células color rojo 
debido a la hemoglobinización de los eritroblastos. 50X. ITCR, 2008.  
 
 
 
Figura 7. Colonia de UFC-E con múltiples agrupaciones. Nótese el pequeño tamaño de las células 
individuales y su color rojizo. 50X. ITCR, 2008 
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Figura 8. Dos colonias de UFC-E, a la derecha una agrupación individual y a la izquierda una  
múltiple. 50X. ITCR, 2008. 
 
 
 
 
Figura 9. Una colonia de UFC-M con un denso núcleo de células reconocibles. Las células de linaje 
monocito/macrófago son más grandes y de forma más irregular que las celulas de linaje granulocito. 
50X. ITCR, 2008. 
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Figura 10. Una colonia incolora de UFC-GM con células del linaje granulocítico y macrófago. 25X. 
ITCR, 2008. 
 
 
 
 
Figura 11. Una colonia individual incolora de UFC-GM. 25X. ITCR, 2008.  
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Figura 12. Una colonia UFC-GEMM mixta con agrupaciones eritroides, granulocitos y macrófagos 
reconocibles. 125X. ITCR, 2008.   
 
 
 
Figura 13. Dos colonias de UFC-GEMM . La colonia contiene células eritroides rojizas y células de al 
menos otros 2 linajes. 25X. ITCR, 2008. 
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DISCUSIÓN 
 
AUTORIZACIÓN DEL COIBI-CCSS 
Cualquier investigación biomédica de carácter observacional (no intervencional) que 
cuente con patrocinio externo, debe ser aprobada por el director ejecutivo del 
CENDEISSS-CCSS, previa evaluación y recomendación del COIBI-CCSS.  
Esta autorización es necesaria para desarrollar cualquier investigación en la CCSS, 
debido a que se evalúa, entre otros aspectos, el respeto de los principios éticos de la 
investigación, el interés científico y la relevancia del estudio, la competencia técnica de 
los investigadores y los beneficios para el paciente, la Caja y el país (CENDEISSS, 
2005). Además, la CCSS se asegura de que el investigador principal asuma la 
responsabilidad de asegurar que el proyecto cumplirá con todos los requisitos y 
procedimientos establecidos en el Reglamento para la Investigación Biomédica en los 
Servicios Asistenciales de la Caja Costarricense de Seguro Social (CENDEISSS, 
2005).  
 
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CELULARES 
La cantidad de muestras procesadas y las fuentes utilizadas permitieron la 
estandarización de los protocolos de obtención, anticoagulación, traslado y 
descongelación de las muestras de médula ósea y sangre periférica, así como del 
protocolo de aislamiento de células mononucleares.  
Las especificaciones en cuanto a la colecta de las muestras permitieron establecer los 
procedimientos a seguir por el personal médico encargado de la recolección de sangre 
periférica y médula ósea. Las normativas de la CCSS y de otras instituciones como el 
Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológica de México (InDRE, 2008) y el 
Instituto Nacional de Estándares y Control Biológico del Reino Unido 
(UKTSSA/NIBSC, 1993) detallan que debe ser el hematólogo tratante el encargado 
de la aspiración de médula ósea y de efectuar la leucoféresis siempre que sea 
necesario la toma de estas muestras.  
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Los resultados sobre las disposiciones planteadas para el procesamiento de las 
muestras indican que este debe ser realizado por personal capacitado en técnicas de 
laboratorio, debido a que es necesario contar con experiencia en el manejo de técnica 
aséptica en cámara de flujo laminar, en el establecimiento de cultivos celulares y en la 
identificación de progenitores hematopoyéticos, entre otros. StemCell Technologies 
(2004) recomienda que el personal encargado de efectuar la identificación y 
cuantificación de UFC esté capacitado en el reconocimiento de progenitores 
mieloides y eritroides, realice periódicamente conteos comparativos con sus 
compañeros de trabajo y que utilice otras ayudas como el Atlas de Colonias 
Hematopoyéticas (#28700, StemCell Technologies) para que los conteos realizados 
sean precisos y reproducibles.  
 
El uso de anticoagulantes durante la colecta es fundamental para el posterior 
procesamiento de las muestras, pues estos permiten una colecta adecuada del 
material, al evitar la formación de coágulos que dificulten el recuento celular y el 
aislamiento de las células mononucleares. El Consejo Internacional de Normalización 
en Hematología (ICSH, 2003) recomienda el uso de la solución de sales sódicas y 
potásicas del ácido etilendiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante para 
recolectar muestras sanguíneas destinadas a recuentos celulares y otros 
procesamientos; por otro lado, StemCell Technologies (2004) y InDRE (2008) 
recomiendan el uso de heparina para la colecta rutinaria de muestras de médula ósea, 
y sangre periférica a utilizar en investigación y de ACD-A (solución de ácido cítrico, 
dextrosa y citrato de sodio) para la colecta de muestras de sangre periférica 
movilizada y médula ósea destinadas a la criopreservación. 
 
Los resultados del establecimiento de los parámetros de traslado del material 
colectado indican que lo ideal es efectuar el traslado de las muestras el mismo día de 
su colecta y a temperatura ambiente, con la finalidad de mantener una óptima 
conservación que permita una buena recuperación de células progenitoras y una alta 
viabilidad celular. Los procedimientos proporcionados por el InDRE (2008) 
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recomiendan enviar las muestras a temperatura ambiente al laboratorio donde van a 
ser procesadas en las primeras 24hrs posteriores a la colecta. Por otro lado, StemCell 
Technologies (2004) recomienda que sólo en caso de ser necesario, las muestras 
pueden almacenarse en refrigeración a 2-8ºC hasta que sea posible efectuar su 
procesamiento. Estudios efectuados por Callejas y González (1995) para evaluar la 
recuperación de CMN y UFC-GM en muestras de médula ósea conservadas a 4ºC, 
comprobaron que se da una progresiva disminución del número de células en el 
tiempo, con una alta recuperación de CMN y UFC-GM sólo en las primeras 72 horas 
de almacenamiento y que las células recuperadas alcanzaron un alto porcentaje de 
viabilidad celular durante todo el tiempo de conservación.  
 
El protocolo utilizado para el aislamiento de CMN por gradiente de densidad con 
Histopaque-1077 permitió obtener una suspensión celular de células mononucleadas 
adecuada para realizar los ensayos de UFC, debido a que durante el centrifugado a 
temperatura ambiente los eritrocitos y granulocitos se sedimentaron y las células 
mononucleadas permanecieron en la zona entre el plasma y el histopaque; y a que la 
mayor parte de las plaquetas se extrajeron durante las centrifugaciones de los pasos 
de lavado. Sigma-Aldrich (2003) y Amersham Biosciences (2001) confirman que los 
progenitores hematopoyéticos están presentes en la fracción de células 
mononucleadas de la sangre y que su aislamiento por gradiente de densidad enriquece 
las células mononucleadas y elimina eritrocitos y neutrófilos maduros, plaquetas y 
otras células no viables. Por otro lado, StemCell Technologies (2004) recomienda el  
aislamiento de células mononucleares por gradiente de densidad pues además de 
enriquecer las muestras con progenitores hematopoyéticos, esta metodología permite 
disminuir las células rojas sanguíneas maduras y los precursores eritroides nucleados 
que puedan ensombrecer las colonias y causar conteos inexactos; y eliminar células 
productoras de factores que puedan aumentar o inhibir el crecimiento de las UFC (por 
ejemplo macrófagos que produzcan IL-6 y TNF-alpha).   
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Este estudio expuso que con el protocolo utilizado para el aislamiento de las CMN se 
da una disminución en el porcentaje de viabilidad de las células aisladas, lo cual 
puede deberse a los pasos de separación, centrifugación y lavado a los que se ven 
sometidas las células durante el aislamiento. Sin embargo, en el manual técnico de 
StemCell Technologies (2004) se especifica que es normal observar una pérdida de 
CMN y de viabilidad celular al efectuar cualquier aislamiento.  
 
Los resultados obtenidos confirmaron que el volumen de muestra procesado durante 
el aislamiento, independientemente del tipo de muestra, proporciona una 
concentración de células mononucleares adecuada para efectuar el ensayo de UFC, 
pues en todos los casos, el total de UFC/µl obtenido después del aislamiento fue 
mayor al necesario para alcanzar la concentración 10X a preparar para efectuar el 
ensayo. Así, a pesar de que StemCell Technologies (2004) indica el uso de al menos 
5,0 ml de muestra para efectuar el aislamiento de CMN por gradiente de densidad, se 
comprobó que con una cantidad de muestra mucho menor, se obtienen los mismos 
resultados.  
 
ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 
La estandarización del ensayo de unidades formadoras de colonias permitió 
comprobar que las diluciones efectuadas para alcanzar la concentración de plaqueo 
requerida fueron apropiadas, debido a que el número resultante de colonias por placa 
de cultivo permitió efectuar una adecuada cuantificación de las mismas. Según 
StemCell Technologies (2004), uno de los principales factores a considerar para 
efectuar los ensayos de UFC es el de plaquear una concentración de células que 
produzca de 25 a 150 colonias por cada placa de cultivo, debido a que la presencia de 
muy pocas colonias puede proporcionar datos estadísticos inexactos; mientras que 
muchas colonias causan errores de conteo por la dificultad de identificar colonias 
individuales, por cambios en el pH causados por la acumulación de productos 
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metabólicos celulares y porque se inhibe la proliferación de progenitores por la 
eliminación de nutrientes esenciales.  
Los resultados obtenidos durante la cuantificación de UFC que dieron un número de 
colonias muy bajo o nulo, pudieron deberse al estado del paciente, a una pérdida de 
viabilidad celular debida al procesamiento de las muestras, a errores en los cálculos 
de las diluciones, a inadecuadas condiciones de cultivo, a contaminación por 
bacterias, levaduras o hongos, e incluso a la inexperiencia en la ejecución del ensayo 
de UFC y en la cuantificación de los progenitores. StemCell Technologies (2004) 
señala además que en muestras de pacientes con enfermedades hematológicas y en 
muestras colectadas con instrumentos de recolección es difícil anticipar la correcta 
concentración celular del plaqueo, lo que da como resultado una inadecuada relación 
entre la dosis de células aportadas y el número resultante de colonias obtenidas  
 
Los medios de cultivo y otros materiales utilizados en la estandarización del 
protocolo de ensayo de UFC favorecieron la obtención de los progenitores 
hematopoyéticos esperados, pues se observó crecimiento de unidades formadoras de 
colonias granulocito-eritroides-macrófagos-megacariocitos (UFC-GEMM), unidades 
formadoras de colonias granulocito-macrófago (UFC-GM), unidades formadoras de 
brotes eritroides (UFB-E) y unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-E) en la 
mayoría de las placas cultivadas. StemCell Technologies (2004) confirma que las 
citoquinas recombinantes presentes en el medio MethoCult® propician el crecimiento 
de progenitores multipotenciales, eritroides, granulocíticos y monocíticos.  
En ninguno de los cultivos realizados durante este ensayo se observaron UFC 
adheridas a las paredes de las placas de cultivo, debido a que se utilizaron placas de 
cultivo pre-tratadas para asegurar baja adherencia celular. De acuerdo con 
información proporcionada por Cultek (2006) y StemCell Technologies (2004), estas 
placas de cultivo fabricadas a partir de poliestireno de alta calidad óptica requieren de 
un tratamiento para producir una superficie que disminuya la posibilidad de fijación 
de las células y que promueva un crecimiento de colonias óptimo, al evitar la 
adherencia de células estromales de medula ósea, fibroblastos y monocitos, que 
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inhiben el crecimiento de progenitores y dificultan el conteo y la diferenciación de las 
UFC presentes. 
 
La contaminación de algunas de las muestras procesadas influyó de manera negativa 
en la cantidad de datos analizados, pues no fue posible realizar la cuantificación de 
las UFC en una cantidad importante de muestras de médula ósea y de sangre 
periférica. Esta contaminación se debió al uso de material no estéril durante el 
procesamiento de las muestras, por lo que al observarse crecimiento de colonias 
bacterianas las mismas debieron desecharse. Algunas de las medidas que recomienda 
StemCell Technologies (2004) para evitar la contaminación de los cultivos de UFC 
son utilizar materiales y reactivos estériles, cabinas de flujo laminar certificadas y 
buena técnica aséptica; adicionar al medio de cultivo antibióticos como penicilina 
(100U/ml) y estreptomicina (100µg/ml) y agentes antifúngicos como anfotericina-B; 
y agregar aditivos (cristales de sulfato de cobre) al agua de la incubadora para inhibir 
el crecimiento microbiano y utilizar CO2 de grado médico para evitar la inhibición del 
crecimiento de UFC por sustancias toxicas presentes en la fuente de CO2. 
 
Las fotografías y descripciones de las colonias obtenidas con el ensayo de UFC 
permitieron observar y comparar estas colonias con fotos y literatura de referencia, 
por lo que fue posible realizar la identificación de las colonias y efectuar los 
recuentos de las distintas UFC. Los protocolos de StemCell Technologies (2004) y 
R&D Systems (2008) basan el reconocimiento y la cuantificación de los progenitores 
humanos hematopoyéticos en características propias de cada progenitor como la 
morfología, tamaño, forma y coloración de las células observadas, la formación de 
agrupaciones solas o múltiples y los tipos celulares presentes en cada agrupación. 
 
Con la finalidad de dar un mayor soporte a la estandarización de este protocolo es 
necesario continuar con la realización de estos ensayos e implementar un control de 
calidad que garantice la exactitud y precisión de los resultados obtenidos en los 
conteos de UFC.  
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CONCLUSIONES 
 
- Se promovió la cooperación científica y tecnológica entre la Caja 
Costarricense de Seguro Social y el Instituto Tecnológico de Costa Rica.  
 
- El uso de anticoagulantes durante la colecta es fundamental, pues estos evitan 
la formación de coágulos que dificultan el recuento celular y el aislamiento de 
las CMN.  
 
- El traslado de las muestras debe efectuarse el mismo día de su colecta y a 
temperatura ambiente, con el fin de alcanzar una buena recuperación de células 
progenitoras y una alta viabilidad celular.  
 
- El protocolo utilizado para el aislamiento de CMN por gradiente de densidad 
con Histopaque-1077 permite la obtención de una suspensión celular de células 
mononucleadas adecuada para realizar los ensayos de UFC. 
 
- Un volumen de muestra inicial de 1,0 ± 0,5ml proporciona una concentración 
de células mononucleares adecuada para efectuar el ensayo de UFC. 
 
- Las fotografías y descripciones de las colonias obtenidas con el ensayo de UFC 
facilitan la identificación y el recuento de las distintas colonias.  
 
- Se debe continuar con la realización de este ensayo e implementar un control 
de calidad que garantice la exactitud y precisión de los resultados obtenidos.  
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RECOMENDACIONES 
 
- Para futuras prácticas de especialidad en el área de Biotecnología médica se 
recomienda iniciar los trámites en CENDEISSS-CCSS para la aprobación del 
proyecto al menos 6 meses antes de la fecha de inicio prevista. 
 
- Al efectuar los conteos de UFC se recomienda primero observar el fondo de la 
placa para determinar presencia/ausencia de otras células/desechos, morfología 
general, salud de las colonias. Además, durante la enumeración es mejor 
mover la placa arriba y abajo para contar todas las colonias en cada columna, 
en lugar de a través de la placa, para evitar mareos.  
 
- En caso de contaminación se pueden adicionar al medio MethoCult 
antibióticos, drogas u otros componentes antes de la adición de las células, 
siempre que se agreguen todos los componentes en volúmenes que mantengan 
la correcta viscosidad del medio MethoCult (ratio 1:10 v/v). 
 
- Se recomienda efectuar una capacitación o entrenamiento antes de realizar 
ensayos de UFC con el fin de incrementar los conocimientos y la eficiencia en 
desarrollar estos ensayos y de lograr la identificación de los diferentes 
progenitores hematopoyéticos.  
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FORMULARIO DE ENSAYOS UFC, AT y CD34 
Caja Costarricense de Seguro Social  
Hospital San Juan de Dios 
Laboratorio de Hematología 
Instituto Tecnológico de Costa Rica 
Centro de Investigación en Biotecnología 
Laboratorio de Ingeniería en Tejidos 
Instrucciones: 
1. Complete toda la información en letra imprenta o a máquina. 
2. Utilice bolígrafo de tinta azul o negra. 
3. Utilice letra legible. 
4. Al terminar el formulario entregar el original a la oficina de la jefatura del Laboratorio de Investigación en Hematología del 
Hospital San Juan de Dios y entregar una copia al encargado del proyecto del ITCR. 
DATOS DE LA MUESTRA 
Código asignado:   
Tipo de donador: (   ) Donador sano                  (   ) Paciente _____________________ 
Tipo de muestra: 
(   ) Sangre de cordón umbilical pre-criopreservación. 
(   ) Sangre de cordón umbilical post-criopreservación. 
(   ) Producto de leucoféresis de sangre periférica pre-crio. 
(   ) Producto de leucoféresis de sangre periférica post-crio. 
(   ) Sangre periférica pre-crio. 
(   ) Sangre periférica post-crio. 
(   ) Médula ósea no criopreservada. 
Número de leucocitos:  
Fecha de obtención de la muestra:  
Responsable de la obtención:  
Código profesional:  
Fecha de criopreservación:  
Responsable de la criopreservación:  
Código profesional:  
TRASLADO DE LA MUESTRA 
Fecha de recepción:  
Hora y lugar de recepción:  
Responsable de la entrega:  
Hora y lugar de llegada:   
Responsable del traslado:  
Especificaciones del traslado: 
(   ) Hielera con hielo (muestras recién colectadas) 
(   ) Tanque con nitrógeno líquido (muestras criopreservadas) 
Incidentes ocurridos:  
RESULTADOS DEL LOS ENSAYOS 
Conteo con Azul de tripán:  
Citometría para CD34:  
Ensayo de UFC:  
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PREPARACIÓN DE MEDIOS 
 
MethoCult GF H4434 
Se dejó una botella de 100ml de MethoCult GF H4434 (#4434, StemCell 
Technologies) en refrigeración a 2-8ºC durante la noche. Cuando el medio se observó 
totalmente descongelado, se mezcló vigorosamente por 1-2 minutos y luego se dejó 
reposar al menos 10 minutos para disipar las burbujas. Seguidamente, utilizando una 
jeringa luer lock de 3ml unida a una aguja de calibre 16 con extremo burdo (#28110, 
StemCell Technologies) se prepararon alícuotas de 3ml en tubos cónicos de 15ml 
(#21008-216, WWR) que se almacenaron a -20ºC en un congelador Fischer Scientific 
(modelo Isotemp). Se registró el lote y la fecha de vencimiento. 
 
Fosfato buffer salino de Dulbecco sin Ca2+ y Mg2+ 
Se preparó DPBS disolviendo 200mg de KCl (#P5405, Sigma), 200mg de KH2PO4 
(#P5655, Sigma), 8000mg de NaCl (#S5886) y 1150mg de Na2HPO (#S5136) por 
cada litro de agua bidestilada estéril. Se ajustó el pH a 7.4 ± 0.1 en un pHmetro WTW 
(modelo InoLab pH730) y se esterilizó por filtración con un filtro Millipore de 
0.22µm (cat. YT30-142-HW). 
 
Solución salina isotónica tamponada con fosfato  
Se preparó PBS utilizando agua bidestilada estéril y tabletas de PBS (#P4417, 
Sigma). El buffer se autoclavó a 121ºC y 1,2 kg/cm3 durante 20 minutos en una 
autoclave Tomin (modelo TM-3210) y se almacenó a temperatura ambiente. 
 
IMDM al 2% 
Se preparó medio de Dulbecco modificado por Iscove suplementado con 10% de 
suero fetal bovino, para lo cual se utilizaron 2ml de SFB (#F4135, Sigma) por cada 
100ml de IMDM (#12440-061, Invitrogen).  
 
IMDM al 10% 
Se preparó medio de Dulbecco modificado por Iscove suplementado con 10% de 
suero fetal bovino, para lo cual se utilizaron 10ml de SFB (#F4135, Sigma) por cada 
100ml de IMDM (#12440-061, Invitrogen).  
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APÉNDICE 9. RECUENTO MANUAL CON AZUL DE TRIPÁN 
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RECUENTO MANUAL CON AZUL DE TRIPÁN 
 
Esta técnica consiste en hacer el recuento de células en una dilución de muestra 
anticoagulada, utilizando como líquido diluyente solución fisiológica o solución salina 
isotónica tamponada con fosfato (PBS). El recuento se realiza en la cámara de Neubauer cuyo 
esquema es el siguiente: 
 
 
 
Para el recuento se eligen los 4 cuadrantes de las esquinas de un retículo. Las líneas triples 
sirven únicamente como límites de cada cuadrante, que contiene 16 cuadrados pequeños. La 
superficie de este cuadrado es de 1mm2 y la cámara tiene una profundidad de 0,1 mm.  
 
Con la dilución indicada se carga la cámara y se cuentan las células mononucleadas de los 4 
cuadrantes. La cámara puede ser cargada con un capilar o una micropipeta, evitando burbujas 
y efectuando una carga uniformemente.  
 
Los cálculos para determinar el total de células viables por µl y el porcentaje de viabilidad 
son  los siguientes: 
 
Células viables/µl = promedio células viables por cuadrante x dilución x 10 
Porcentaje de viabilidad = células vivas ÷ (células vivas + células muertas) x 100  
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El recuento manual de células tiene un error del 10%, el cual puede deberse a: 
 
1. Errores de extracción: dilución o hemoconcentración. Coagulación parcial. Hemólisis. 
2. Mala homogeneización por agitación insuficiente de la sangre. 
3. Utilización de material mal calibrado, sucio o húmedo. 
4. Falta de suficiente agitación de la sangre diluida. 
5. Cámara de Neubauer mal ajustada, sucia o mojada. 
6. Llenado incompleto de la cámara. 
7. Empleo de cubreobjetos deformable, no rígido. 
8. Células mal distribuidas en el fondo de la cámara. 
9. Errores del operador al realizar el recuento. 
10. Errores al efectuar los cálculos.  
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EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS PARA EL ENSAYO DE UFC 
EQUIPOS 
Producto Marca Modelo Especificaciones 
Baño de agua Cole-Parmer Polystat Con control de temperatura 
Cámara de flujo laminar Telstar BIO-II-AG Certificada, Clase II 
Pipeteador automático Fisher Scientific Standard 
 
Centrífuga Fisher Scientific AccuSpin1 
 
Vórtex Scientific Industries 6-560 
 
Refrigerador de 2-8ºC   
 
Congelador de -20ºC Fischer Scientific Isotemp 
 
Hematocitómetro Boeco BOE 14 
 
Microscopio de luz Novex B-Range 
 
Microscopio invertido Hund Wllover 30 Objetivos 2X, 4X y 10X y filtro azul 
Incubadora de CO2 Barnstead Int 397 Control de Temp, CO2  y humedad. 
 
REACTIVOS 
Producto Casa Comercial Catálogo # Importador Presentación 
MethoCulth GF H4434 StemCell H4434 Biotecnología médica 100ml 
MethoCulth GF H4434 StemCell H4434 Biotecnología médica 24x3ml 
HIistopaque 1077 Hybri-Max Sigma H8889 Analytical Instruments 500ml 
IMDM 2% StemCell 7700 Biotecnología médica 500ml 
PBS Sigma P4417 Analytical Instruments 50 tabletas 
Azul de tripán 0,4% Sigma T8154 Analytical Instruments 100ml 
MethoCulth GF StemCell H4434 Biotecnología médica 100ml 
 
OTROS MATERIALES 
Producto Casa 
comercial Catálogo # Importador Presentación 
Placas de cultivo, 35mm StemCell 27100 Biotecnología médica 10 uni/paq 
Placas de cultivo, 100mm StemCell 27125 Biotecnología médica 10 uni/paq 
Agujas extremo burdo StemCell 28110 Biotecnología médica 100 uni/paq 
Tubos centrifugación cónicos, 15ml WWR 21008-216 Analytical Instruments 100 uni/paq 
Placa de puntuación cuadriculada StemCell 27.500 Biotecnología médica 5 uni/paq 
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APÉNDICE 11. FORMULARIO INF-I 
PRESENTACIÓN DE INFORMES (03/10/2008) 
 
115 
 
116 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
APÉNDICE 12. FORMULARIO INF-II 
PRESENTACIÓN DE INFORMES (05/01/2009) 
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